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RESUMEN

Con el objeto de caracterizar el gen de la k-caseina (k-CN) y
beta-lactoglobulina (BLG) y determinar la asociaciéon entre
éstos sobre la produccién y composicion de la leche en la raza
Criollo Limonero, se utilizd la técnica de la reaccion en cadena
de polimerasa y la deteccion de polimorfismo en la longitud de
los fragmentos restringidos (PCR-RFLP) en 50 vacas en pro-
duccidn, de la estacioén local Carrasquero del Instituto Nacional
de Investigaciones Agricolas (INIA-Zulia). Los genotipos fue-
ron determinados a través de electroforesis en geles de agaro-
sa. Las frecuencias obtenidas del locus de la k-CN fueron A
(0,41) y B (0,59) y las frecuencias genotipicas fueron AA
(0,10), AB (0,62) y BB (0,28), mientras que, para BLG, las fre-
cuencias observadas fueron A (0,21) y B (0,79) con frecuen-
cias genotipicas de AA (0,06), AB (0,30) y BB (0,64). Estos re-
sultados mostraron que la poblaciéon estudiada se encuentra
en equilibrio de Hardy-Weinberg (P<0,05), observandose que
la frecuencia del alelo B fue mayor que la de A en ambos ca-
sos; con respecto a los haplotipos de k-CN y BLG se encontré
efecto de los mismos (P<0,05) sobre porcentaje de sélidos to-
tales (%ST), proteina total (%PT), grasa (%GS), caseina
(%CN) y produccion total de leche (Ptotal Kg/L), determinando
que una seleccion a favor de los haplotipos AAAB, AABB o
BBAA es la mas apropiada para aumentar el porcentaje de ST,
GS y PT en la poblacién de Criollo Limonero, mejorando de
esta manera la calidad de la leche y permitiendo un mayor ren-
dimiento en la produccién de queso, mientras que una selec-
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cion a favor del haplotipo ABAA aumentara la produccién de
leche en el rebafio. Estos resultados representan un importan-
te aporte al conocimiento de esta raza y de su importancia, ya
que representa una alternativa para sistemas dirigidos a la
produccién de queso.

Palabras clave: Haplotipos, k-caseina, beta-lactoglobulina,
frecuencias genotipicas.

ABSTRACT

In order to characterize the gene of the milk protein k-casein
(k-CN) and beta-lactoglobulins (BLG) and determine the asso-
ciation between these on production and milk composition in
the Creole Limonero cattle, it was used the Polymerase Chain
Reaction - Restriction Fragment Length Polymorphism tech-
nigue (PCR-RFLP) in 50 cows in production of the Car-
rasquero local station of National Institute Agricola (INIA-
ZULIA). Genotypes were determined by agarose gel electro-
phoresis. The frequencies obtained from the locus of k-CN
were A (0.41) and B (0.59) and genotypic frequencies were AA
(0.10), AB (0.62) and BB (0.28), while BLG frequency were
BLG A (0.21) and B (0.79) with genotypic frequencies of AA
(0.06), AB (0.30) and BB (0.64). These results showed that the
population studied is in Hardy-Weinberg equilibrium (P<0.05),
observing that B allele frequency was higher than that of A in
both cases, with respect to k-CN and BLG haplotypes found
the same effect (P<0.05) on total solids percentage (% TS),
protein (% PT), fat (% GS), casein (CN%) and total milk pro-
duction (Ptotal Kg / L), determining that a selection for haplo-
types AAAB, AABB and BBAA is appropriate for increasing
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the%TS, GS, and PT in the Creole Limonero population, thus
improving the quality of milk and allowing a higher yield in
cheese production, while a selection for the haplotype ABAA
increase milk production in the herd. These results represent
an important contribution to the knowledge of the breed and its
importance as an alternative for cheese production systems.

Key words: Haplotypes, kappa casein, betalactoglobulin, fre-
quencies genotypic.

INTRODUCCION

En Venezuela, aproximadamente el 70% de la produc-
cion lactea nacional es aportado por la ganaderia de doble
proposito [3]. El estado Zulia contribuye aproximadamente con
mas del 35% de la produccion de leche siendo el primer pro-
ductor de leche del pais [7], ademas de contar con una selecta
ganaderia doble propésito, la region Zuliana cuenta con una
raza de gran valor como lo es el Criollo Limonero, orientado
hacia la produccion de leche, la cual registra producciones de
2.195 Kg. de leche por lactancia de 297 dias e intervalos entre
partos de 399 dias [49] y posee caracteristicas atractivas
como: resistencia a enfermedades, alta eficiencia reproductiva,
docilidad de manejo y alta calidad de leche y carne [35].

Los avances en la genética molecular dan origen a la
posibilidad de potenciar su difusion y multiplicacién para ga-
rantizar su conservacion y utilizacion, ya que se han realizado
varios estudios a nivel mundial, en cuanto a los diferentes
componentes de la leche, incluyendo las evaluaciones de ge-
nes que codifican para las proteinas lacteas en numerosas es-
pecies, debido a su potencial adicional en el uso de la selec-
cién asistida por genes (GAS), asi como para caracterizacion y
diferenciacion de poblaciones [6, 22, 31, 40, 47, 48].

Recientes estudios de las proteinas lacteas en la leche del
Criollo Limonero [4, 15, 42, 43] han demostrado la presencia de
los alelos A y B de la k- caseina (k-CN) y beta lactoglobulina
(BLG), siendo estas variantes alélicas relacionadas con la pro-
duccién y composicion de la leche [12, 16, 21, 30, 31, 36, 41, 42,
43, 48]. La leche de las vacas (Bos taurus) que presentan el alelo
B de la k-CN produce micelas de menor tamafio, en las cuales
se retienen mas solidos al momento de la coagulacion para la
produccion de quesos, mayor estabilidad al calor y a la congela-
cién, menor tiempo de coagulacion, contienen mas grasa, protei-
na y menos agua, por lo tanto son mas firmes y presentan un
rendimiento quesero superior (3,5-8%) [5, 8, 26, 30-33].

De igual manera, las variantes genéticas de la BLG han
presentado efecto significativo para la produccion de leche y
proteina, destacando que, altos contenidos de proteina en la
leche confiere mejores propiedades para la produccion de
queso [6, 8, 13, 20, 32, 37, 46, 48].

En conjunto, la importancia que posee el ganado Criollo
Limonero, patrimonio genético, su aporte a la produccion lac-
tea nacional y las cualidades de los genotipos de k-CN y BLG
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hacen necesaria la caracterizacion de estas proteinas, para
determinar su asociacion con caracteristicas de importancia
econdmica, como son la produccion y composicion de la leche
y su uso potencial en la produccién quesera.

MATERIALES Y METODOS

Para el estudio del polimorfismo de los genotipos de
k-CN y BLG y su asociaciéon con la produccién y composicién
de la leche se genotiparon 50 hembras de la raza Criollo Limo-
nero, provenientes de un rebafio de 350 animales puros, loca-
lizado en la estacion local Carrasquero adscrita al Instituto Na-
cional de Investigaciones Agricolas (INIA-Zulia) los andlisis se
realizaron en los laboratorios de Genética Molecular y de Cien-
cia y Tecnologia de la Leche, de la Facultad de Ciencias Vete-
rinarias de la Universidad del Zulia.

Las muestras de leche provenian del ordefio completo,
tanto de la mafiana (4 am) como de la tarde (3 pm), de ambos
se tomo una alicuota de 250 mL las cuales se mezclaron pos-
teriormente para obtener una muestra de 500 mL, primero se
tomaron las muestras del ordefio de la tarde (3 pm), las cuales
se mantuvieron a una temperatura de 8°C (Nevera, de 2 puer-
tas modelo RT2BSDTS, Samsung® EUA) y luego se tomaron
las de la mafiana, con la finalidad de evitar mantener por tanto
tiempo la leche en refrigeracion, inmediatamente después de
haber tomado la muestra se trasladaban al laboratorio en ca-
vas refrigeradas, no fueron tomadas en cuenta para el analisis
vacas que estuviesen en proceso de secado, ni aquellas que
presentaran mastitis clinica, sélo se tomaron en cuenta las va-
cas que iniciaban la lactancia.

Determinacion de los componentes de la leche

La determinacion de los ST se realiz6 a través del méto-
do de Mojonnier [1], para grasa se utilizd el método Volumétri-
co (Gerber) [1], para determinar proteinas totales se emple6 el
método Micro Kjeldahl [39] y el contenido de proteinas séricas
se obtuvo a través de diferencia entre el porcentaje de protei-
nas totales y el porcentaje de caseinas, para obtener este Ulti-
mo la caseina se precipitdé con acido acético en su punto isoe-
léctrico a pH 4,6 y posteriormente se cuantificd por el método
de Kjeldahl [38].

Extraccion de ADN y determinacion de las variantes
alélicas

El ADN genémico se extrajo a partir de glébulos blancos
(leucocitos) de muestras sanguineas tomadas de la vena yu-
gular a través de tubos vacutainer® que contenian EDTA
como anticoagulante [2].

Con base a la secuencia de la proteinas k-CN y BLG se
amplificé un fragmento de 350 y 262 pb, respectivamente, uti-
lizandose los oligonucleo6tidos JK5:ATCATTTATGGCCATT-
CCACCAAAG y JK3 CCCATTTCGCCTTCTCTGTAACAGA
para k-CN y BLGP3: GTCCTTGTGCTGGACACCGACTACA
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y BLGP4: CAGGACACCGGCTCCCGGTATATGA para BLG
[27, 28].

La PCR (Reaccion en cadena de la polimerasa) se llevo
a cabo en un volumen total de 25 L, cuya reaccidén contenia
2,5 yL de buffer, 2 mM MgCl, 0,1 mM dntp’s, 0,6 pmol primers,
0,63 U de Taq polimerasa y ADN 50 ng, los fragmentos obteni-
dos fueron amplificados en un termociclador (Mastercycler
epgradient (S) eppendorf, EUA) estableciendo una primera
etapa de activacion de la polimerasa a 95°C por 5 min, segui-
do de 30 ciclos (94°C durante 45 segundos, 58°C por 45 se-
gundos y 72°C durante 45 segundos para ambas proteinas).
El programa térmico finalizé con una extension a 72°C durante
5 min., finalmente los geles se tifieron con bromuro de etidium
(2mg/mL) y se visualizaron las bandas en un transluminador
ultravioleta (UV) (UVP, High performance 302 nm, Canada).

El andlisis de las variantes alélicas de k-CN y BLG se
realizé por la metodologia de la PCR-RFLP a través de la di-
gestion del producto de la PCR con la enzima Hinfl y Haelll
(Promega®) respectivamente, para un volumen total de 20uL
se colocod 0,5uL (5U) de la enzima, 6,5uL de agua, 2uL de
Buffer B, 1ul de BSA y 10uL de producto amplificado, luego se
incub¢ (Felisa ® horno, México) por 4 horas [27, 28].

Analisis estadistico

Las frecuencias alélicas fueron calculadas por conteo di-
recto, ademas se calcul6 el equilibrio de Hardy-Weinberg, para
determinar que la composicion genética de la poblacién estu-
viese en equilibrio, empleando la distribucion de Ji- cuadrado
[45]. Para determinar el efecto del genotipo de la proteina lac-
tea sobre la produccion de leche y sus componentes se realizé
un analisis de varianza para evaluar los efectos genéticos y
ambientales. Para ello se consideraron como efectos fijos, nu-
mero de parto y etapa de lactancia definido por tres periodos
0-90 dias, 90-180 y >180 dias, época de parto no se incluy6
como efecto fijo, debido a que en un analisis previo resultd ser
no significativa.

El analisis correspondié a un disefio de parcelas dividi-
das en el tiempo, para hacer la comparacion entre las medias,
se procedid a realizar una prueba de significancia a través de
la metodologia de los minimos cuadrados (Lsmeans) del pa-
quete estadistico SAS [45]. Asi mismo, fue evaluada la corre-
lacion lineal entre la produccién de leche (continua) y los com-
ponentes de la leche, usando el procedimiento Proc Corr del
paquete estadistico SAS [45].

RESULTADOS Y DISCUSION

Frecuencias génicas y genotipicas para k-CN y BLG

Cabe destacar por razones obvias que, para el estudio
de esta variable solo fueron muestreadas hembras en produc-
cion. La poblacién muestreada para el andlisis de la composi-
cion de la leche presentd frecuencias alélicas y genotipicas

para el locus de la k-CN de 0,41 y 0,59 para los alelos Ay B,
respectivamente y de 0,10; 0,62 y 0,28 para los genotipos AA,
AB y BB, respectivamente. Mientras que, la frecuencia alélica
observada para la BLG fue de 0,21 y 0,79 para los alelos A y
B, respectivamente y sus frecuencias genotipicas fueron 0,06;
0,30 y 0,64 para los genotipos AA, AB y BB, respectivamente
(TABLAI).

TABLA |

FRECUENCIAS ALELICAS Y GENOTIPICAS DE K- CN
Y BLG EN LAS 50 VACAS CRIOLLO LIMONERO

MUESTREADAS PARA EVALUAR LOS COMPONENTES

DE LA LECHE
Raza Proteina Frecuencias Frecuencias genotipicas
génicas
Criollo A B AA AB BB

Limonero k-CN 0,41 059 (5/50) (31/50) (14/50)

0,10 062 0,28

(3/50) (15/50) (32/50)
0,06 0,30 0,64

BLG 0,21 0,79

Efecto de la interaccion genotipica de k-CN y BLG sobre la
produccién y composicion de la leche

Los haplotipos de las proteinas k-CN y BLG presentaron
efectos estadisticamente significativos sobre %ST,%PT,%GS
y %CN (P<0,05) (TABLA Il), para el %ST los mayores valores
se obtuvieron con los haplotipos AAAB, BBAA, BBAB, AABB y
ABAB, mientras que los porcentajes menores se observaron
en ABAA, ABBB y BBBB siendo éstas superadas en 10,7; 8,6
y 8,3% por la interaccion AAAB, respectivamente; las interac-
ciones favorables para el mayor porcentaje de ST también re-
sultaron ser las que presentaron el mayor %PT donde la inte-
raccion AAAB superé en 12,98 y 10,40% a las genotipos
ABAA y ABBB, respectivamente.

De igual manera, el %GS y %CN exhibieron los mayores
valores con los haplotipos AAAB, BBAA, AABB y ABAB, el me-
nor valor para el %GS se observé con el haplotipo ABAA el
cual fue superado por los anteriores en 21,3; 21,8; 15,7 y
11,9%, respectivamente, mientras que para %CN, el menor
valor se observo con el haplotipo ABBB, el cual fue superado
en 18,3% por el haplotipo AAAB.

Con respecto a la Ptotal fue mayor en vacas cuyos ha-
plotipos fueron ABAA, mientras que, la menor Ptotal fue obser-
vada con las interacciones AAAB y BBAB, las cuales produje-
ron 75 y 56% menos que las vacas con la interaccion ABAA,
se observo una correlacion negativa entre los ST, PT, CN, GS
y la produccion total de leche.

En esta poblacién no se observé la presencia del haplo-
tipo AAAA de k-CN y BLG, respectivamente, y aparentemente
no existe una explicaciéon o los autores no la encontraron para
haber realizado una menor seleccion del genotipo AA de am-
bas proteinas.
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TABLA Il
EFECTO DE LA INTERACCION GENOTIPICA DE K-CN Y BLG SOBRE LA CALIDAD,
COMPOSICION Y PRODUCCION DE LECHE DE VACAS CRIOLLO LIMONERO

Variables
Genotipos
k-CN/BLG
ST (%) PT (%) GS (%) CN (%) PTotal (kg/L)

AAAB 14,16+ 0,50 4,352+ 0,31 5,00%+ 0,45 3,09%+ 0,22 967,5 © + 253,22
AABB 13,652+ 0,17 4,07°+0,11 4,77%+0,15 2,84+ 0,07 2097,1 ¢ + 87,97
ABAA 12,79°+ 0,32 3,85+ 0,20 412°+0,29 2,63°+0,14 3870,4 @ + 163,54
ABAB 13,48°+ 0,09 4,237+ 0,06 4,61%+0,08 2,76+ 0,04 1977,0 © + 48,33
ABBB 13,03°+ 0,07 3,94°+0,04 4,17°+0,06 2,61°+0,03 1938,4 °+ 38,13
BBAA 14,002+ 0,22 4,49+ 0,14 5,022+ 0,20 2,922+0,10 2102,8 °+ 114,93
BBAB 13,29°°+ 0,16 4,10%+0,10 4,29°+0,14 2,74%+0,07 1697,9 ¢+ 81,59
BBBB 13,08+ 0,12 4,06%+ 0,07 4,30°+0,11 2,69°+0,05 2073,3°°+61,82

X (U + SD) 13,11+ 1,28 4,03 +0,78 4,25 + 1,20 2,66 + 0,59 1930,06 + 646,40

a b c Letras distintas en la misma columna, mostraron diferencias significativas (P<0,05). Media * Error estandar de la media.

De los ST estudiados, el %GS de la leche es uno de los
parametros que varia en mayor proporcion, en el presente es-
tudio presenté una media de 4,25% la cual fue similar a la en-
contrada en ganados Slovak Pied Breed y Holstein Friesian,
en este ultimo reportaron valores de 4,26% [29, 46] difiriendo
de las encontradas en ganado Holstein Friesian, Finnish
Ayrshire y en Jersey, cuyos valores fueron superiores al en-
contrado en el presente trabajo, o bien, a las sefialadas en ga-
nado Holstein Israeli donde se observaron menores porcenta-
jes de grasa [8, 20, 34, 44].

El valor medio del %PT fue de 4,03%,este valor coincide
con los reportados para ganado Jersey, cuyo valor fue 4,01%
[34] a diferencia de los citados en Holstein Friesian [8], Hols-
tein Israeli [44], Finnish Ayrshire [20], ganado mestizo de Hols-
tein Friesian [14, 38], Holstein [46], ganado Czech Spotted y
Czech Holstein [24], y en Slovak Pied Breed [29], cuyos valo-
res resultaron ser menores a los encontrados en este estudio y
oscilaron desde 3,04 y 3,86% de proteina.

Con respecto al %CN, la media general encontrada en el
presente estudio resulté ser mayor a la observada en vacas
Slovak Pied Breed [29], no obstante, en el analisis de la inte-
raccion de ambas proteinas difiere de los resultados obtenido,
dado que se observo un alto %CN en la leche de vacas con
genotipos BBBB de k-CN/BLG.

La variacion del %PT, al igual que el %GS depende de
los mismos factores aunque en menor proporciéon, encontrando-
se una relacion positiva entre ambas [11], por esta razén se
puede observar claramente que, a medida que aumenta el
%GS se incrementa también el %PT, en diferentes estudios
realizados se han determinado coeficientes de correlacion entre
el %GS y %PT, el cual ha variado desde 0,3 hasta 0,7 [23, 32].

El %ST encontrado 13,11%, fue similar al encontrado en
Holstein Friesian para genotipos BB de BLG [19], no obstante,
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difiere de los porcentajes reportados para ganado mestizo,
donde evidenciaron un valor superior de ST y también son di-
ferentes, a lo encontrado en las razas Holstein y Pardo Suizo,
cuyos valores de ST fueron menores [17].

La PTotal fue de 1930,06 kg/L, superior al reportado en
la raza criolla Saavedrefia [40] e inferior a los encontrados en
ganado Holstein Friesian, Holstein Israeli, Jersey, Finnish
Ayrshire, Czech Spotted y Czech Holstein, y en Frison Negro,
cuyos valores oscilaron desde 3448 hasta 9358 kg/L [8, 20,
24,34, 38, 44, 46, 48].

Se observa que a mayor produccion de leche menor es
el porcentaje de ST, PT, GSa y CN en la leche, esto se debe a
que los componentes de la leche varian con el aumento o la
disminucion de la produccién de la misma [9, 10], ya que, a
mayor produccién de leche ocurre una diluciéon de los compo-
nentes, por tanto se observan en menor proporcion, mientras
que a menor produccién de leche, aumenta la concentracion
de sus componentes.

Las diferencias en los valores de %GS, %PT, %ST y
Ptotal detectados con respecto a otros estudios se deben a
que estos parametros son afectados por caracteristicas intrin-
secas del animal y no intrinsecas, siendo las de mayor inci-
dencia las de grupo racial, ambiente (clima, temperatura, hu-
medad), época, nimero de parto, etapa de lactancia nutricion
y tipo de ordefio, ya que ha sido reportado el efecto de estos
factores sobre la composicion de la leche en previas investiga-
ciones [10, 11, 18, 25].

CONCLUSIONES

Se encontr6 mayor frecuencia del alelo B para las protei-
nas lacteas k-CN y BLG en el ganado Criollo Limonero. El ge-
notipo de k-CN mas frecuente en la poblacién de ganado Criollo



limonero fue el AB, seguido por el BB y AA; por su parte el ge-
notipo de BLG mas frecuente fue el BB seguido del AB y AA.

Los haplotipos AAAB, AABB, ABAB, BBAA y BBAB, pre-
sentaron la menor producciéon de leche observandose que el
porcentaje de ST fue mayor para estos haplotipos, no obstante,
la mayor produccion de leche favorecié al haplotipo ABAA el
cual presentd el menor porcentaje de solidos totales mostrando
la evidente correlacién negativa entre el porcentaje de ST y la
produccién de leche, causada por un efecto de dilucién.

En vista del efecto de los haplotipos de las proteinas
k-CN y BLG sobre los componentes de la leche se puede decir
que una seleccion a favor de los haplotipos AAAB, AABB o
BBAA es la mas apropiada para aumentar el porcentaje de ST,
GS y PT en la poblaciéon de Criollo Limonero. Por otra parte
seleccionar a favor del haplotipo ABAA aumentara la produc-
cion de leche en el rebafio.

El aumento de la frecuencia de estos haplotipos en la
poblacion conllevara al incremento en la produccion de leche y
a una evidente mejora en la calidad de la misma, por ende un
mayor contenido de PT y GS en la leche mejorara sus propie-
dades en el procesamiento tecnolégico, incluyéndose aqui la
produccién de queso.
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